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Streszczenie

Wstep: Talasemie to grupa genetycznie uwarunkowanych niedokrwistosci hemolitycznych,
spowodowanych ilosciowym zaburzeniem syntezy lancuchow globiny, zaliczana do grupy he-
moglobinopatii ilosciowych. Niniejsza praca, jako jedna z niewielu w polskim pismiennictwie,
zwraca uwage na problem wystepowania talasemii w populacyi dzieci polskich.

Celem pracy byla ocena poszczegolnych parametrow hematologicznych w rozpoznaniu roznico-
wym niedokrwistosci mikrocytowych u dziect, okreslenie roli badan genetycznych w rozpozna-
waniu talasemii u dzieci ovaz opracowanie optymalnego algorytmu postepowania diagnostycz-
nego przy podejrzeniu talasemii.

Material i metody: Badaniami objeto grupe 52 dzieci (31 chlopcow 1 21 dziewczqt) w wieku
od 1-15 lat bezskutecznie leczonych preparatami zelaza z powodu niedokrwistosci mikrocyto-
wej. Badanie uzyskato zgode Komisji Bioetyczney WUM Nr 65/2007. Po analizie wywiadu
1 podstawowych badan hematologicznych u wszystkich chorych wykonano elektroforeze hemo-
globin, oznaczenie poziomu HgbAZ2 1 HgbF, w trzech przypadkach oznaczenie enzymow krwi-
nek czerwonych, w dwoch badanie w kierunku sferocytozy wrodzonej. Ponadto u wszystkich
pacjentow wykonano badania genetyczne w Zakladzie Genetyki PAN w Warszawie.

Wyniki: Sposrod 52 dzieci objetych badaniem u 29 rozpoznano talasemie- minor. U 28 wy-
starczajqce okazaly si¢ rutynowe badania diagnostyczne orvaz wykonanie elektroforezy hemo-
globin 1 oznaczenia stezen HgbA2 1 HgbF. U jednego pacjenta rozpoznanie ustalono po bada-
niu genetycznym. U 6 dzieci dzieki badaniom genetycznym rozpoznano talasemie-c minor.
U 17 dzieci pomimo badan genetycznych nie udato sie ustalic rozpoznania. U 6 z nich badanie
wykazalo mutacje promotora genu y globiny (Xmnl) odpowiedzialng za podwyzszenie stezenia
HgbF. Badanie pozwolilo na stworzenie algorytmu postepowania diagnostycznego u chorych
na niedokrwistos¢ mikrocytowgq.

Whioski: Z uwagi na duzq liczbe falszywie dodatnich i ujemmnych wynikow, wskazniki mate-
matyczne nie wydajq sie miec wielkiego znaczenia w diagnostyce mikrocytozy.

Erytrocytoza, mikrocytoza, obnizenie MCH przy prawidlowych parametrach gospodarki zela-
zem, krwinki tarczowate w rozmazie sq wskazaniem do przeprowadzenia diagnostyki w kie-
runku talasemii-c, rzadszych postaci talasemii-g lub ich wspotwystepowania.

Adres do korespondencji: dr n. med. Katarzyna Albrecht-Stanistawska, Katedra 1 Klinika Pediatrii, Hematologii i Onkologii WUM,
ul. Marszatkowska 24, 00-576 Warszawa, e-mail: kasiaalbrecht@wp.pl
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Rola badan genetycznych w diagnostyce talasemii « jest nieoceniona, choc nie zawsze daje
ostateczng odpowiedz.
Stowa kluczowe: talasemia, dzieci, rozpoznawanie, diagnostyka molekularna
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Summary

Background: There has been a consensus that thalassemias are typical of the Mediterranean
region, North Africa, and Far and Middle Asia. However, recent progress in diagnostic
methods has led to the detection of thalassemia in Poland.

Routinely employed diagnostics often turn out insufficient to diagnose thalassemia, substanti-
ating the need to use modern molecular biological techniques.

This paper aimed at assessing the utility of some so far infrequently employed molecular
genetic tests for facilitating diagnosis of rarve non-typical cases of thalassemia in Polish chil-
dren. Against this background, the significance of hematological parameters in the differential
diagnosis of microcytic anemias was evaluated. Based on the above, an attempt has been made
to establish an optimal algorithm for diagnosis of suspected thalassemia.

Material and methods: The study comprised a group of 52 children (31 boys and 21 girls) at
the age of 1-15 years, who were subjected to long-term treatment with iron preparation due to
microcytic anemia, with no subsequent improvement. A permission of the local Bioethical
Committee was obtained for this study.

After taking the history, basic hematologic tests were performed. The tests were then extended to
electrophoretic separation of hemoglobins, determination of HgbA2 and HgbF. In three cases
erythrocyte enzymes were tested, and in two examination towards hereditary spherocytosis was
carried out. Finally, genetic tests were performed.

Results: Of the 52 children examined, 29 cases were diagnosed as p-thalassemia minor.
Routine diagnostic tests (blood morphology, serum iron and ferritin, hemoglobin elctrophore-
sis, HgbA2 and HgbF assay) were enough to ascertain diagnosis in 28 children. Diagnosis of
1 case was only possible on the basis of genetic tests.

Alpha-thalassemia minor was diagnosed in 6 children, and the diagnosis was only possible
due to genetic tests.

No diagnosis was ascertained in 17 children. Within this group, in 6 children only mutation
in the y globin gene promoter region (Xmmnl) was held responsible for increased HgbF.

Conclusions: Considering numerous false positive and false negative results, mathematical
indexes as the nitial screening in microcytic anemia seem not to have significant impact on
differential diagnosis. Genetic tests play essential role in diagnosing thalassemia although they
are not always effective. Changes such as erythrocytosis, microcytosis, hypochromy as well as
the presence of shield erythrocytes in peripheral blood smears indicating to do examinations.
We presented the practical diagnostic algorithm in microcytosis.

Key words: thalassemia, children, diagnosis, molecular diagnosis
J. Transf. Med. 2011; 3: 105-114

Wstep

Talasemie to grupa genetycznie uwarunkowa-
nych niedokrwistos$ci hemolitycznych, spowodowa-
nych iloSciowym zaburzeniem syntezy lancuchow
globiny, zaliczana do grupy hemoglobinopatii ilo-
Sciowych [1]. Zaburzenie dotyczy¢ moze kazdego

z pieciu rodzajow tancuchow globinowych, najcze-
Sciej obejmuje jednak tancuch « lub . Zmniejszona
synteza hemoglobiny prowadzi do niedokrwisto$ci,
a zmniejszenie stezenia hemoglobiny w erytrocy-
tach warunkuje jej hipochromiczny i mikrocytowy
charakter. Zaburzenie proporcji pomiedzy poszcze-
go6lnymi fancuchami globiny narusza stabilno$c ery-
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trocytu 1 warunkuje hemolityczny charakter choro-
by. Akumulacja niesparowanych fancuchow globi-
nowych prowadzi do wytracania sie ich w postaci
nierozpuszczalnych wtretow juz w prekursorach
krwinek czerwonych, wywolujac ich wewnatrz-
szpikowe niszczenie w mechanizmie apoptozy,
1 w konsekwencji nieefektywng erytropoeze [2, 3]

Talasemia moze przebiega¢ bezobjawowo lub
przybierac postac od tagodnej, az do ciezkiej niedo-
krwisto§ci hemolitycznej. W przypadku talasemii-
a, bedacej najciezsza postacig talasemii, catkowity
brak fancuchow a wiedzie do wewnatrzmacicznego
zgonu lub uogolnionego obrzeku piodu [4, 5]. Sza-
cuje sie, ze 4,83% ogolnej populacji Swiata jest no-
sicielem genu jednej z postaci talasemii [3]. Obec-
nie choroba ta traktowana jest jako globalny pro-
blem zdrowotny. Ocenia sie, ze w ciggu najblizszych
20 lat liczba urodzen z klinicznie jawng postacig tej
choroby siegnie na §wiecie 900 000 [6-8].

W og6lnym odczuciu polskich lekarzy talase-
mia to choroba basenu Morza Srédziemnego, czyli
rejonu jej najczestszego wystepowania, i w diagno-
styce niedokrwisto$§ci mikrocytowej w polskich
warunkach wlaSciwie nie moze by¢ brana pod uwa-
ge. W niniejszym artykule, dzielac sie wlasnymi do-
Swiadczeniami, autorzy postaraja sie wykazac, ze
rowniez w Polsce mozna sie z tym schorzeniem spo-
tkaé, a diagnostyka, nawet jesli juz takie podejrze-
nie powstanie, nie jest wcale prosta. Wskazg oni tak-
ze na mozliwo§$ci 1 ograniczenia badan genetycznych.

Celem podjetej pracy byla ocena znaczenia
1 waznoSci poszczeg6lnych parametrow hematolo-
gicznych w rozpoznaniu roznicowym niedokrwisto-
Sci mikrocytowych u dzieci, okreSlenie roli badan
genetycznych w rozpoznawaniu talasemii u dzieci
oraz opracowanie optymalnego algorytmu postepo-
wania diagnostycznego przy podejrzeniu talasemii.

Material i metody

Analizie poddano 52 dzieci (31 chlopcowi21 dzie-
wczat) w wieku 1-15 lat, hospitalizowanych w la-
tach 2000-2007 w Klinice Pediatrii, Hematologii
1 Onkologii WUM z powodu niedokrwisto$ci mikro-
cytowej, nie poddajacej sie leczeniu zelazem. Charak-
terystyke badanej grupy dzieci ilustruje tabela 1.

Poszukujac przyczyny niedokrwisto§ci mikro-
cytowej, w pierwszej kolejnoSci przeprowadzano
diagnostyke laboratoryjng obejmujaca morfologie
krwi obwodowej z rozmazem recznym (dr nauk biol.
A. Siwicka) 1 oznaczeniem parametrow czerwono-
krwinkowych (MCV, MCH, RDW) — Mentzer, Shi-
ne-Lal, England-Frazer oraz retikulocytow; ozna-
czano takze stezenie zelaza i ferrytyny w surowicy

Tabela 1. Ogdlna charakterystyka badanej grupy
dzieci

Table 1. Characteristics of the study group

Ogotem 52
Chtopcy 31
Dziewczeta 21
Rodzenstwa 7
Polskie pochodzenie 50
Inne pochodzenie 2
Rodzinne obcigzenie talasemia 16
Sferocytoza wrodzona 1

Tabela 2. Wskazniki czerwonokrwinkowe
stosowane w diagnostyce réznicowej niedokrwistosci
mikrocytarnych

Table 2. Red blood cell parameters used in
the differential diagnosis of microcytic anemias

Wskaznik Sposob Interpretacja
obliczania wynikoéw
Mentzer MCV/RBC < 13 — talasemia minor
> 13 — niedobér zelaza
Shine-Lal MCV X MCH < 1530 — talasemia minor
> 1530 — niedobér zelaza
England- MCV—(Hgb X 5)- < 0 — talasemia minor
-Frazer -RBC-3,4 > 0 — niedobér zelaza

krwi. Wskazniki czerwonokrwinkowe stuzace rozni-
cowaniu niedokrwisto$ci mikrocytowych obliczano
1 oceniano zgodnie z danymi zawartymi w tabeli 2.
Po zanalizowaniu badan podstawowych u wszy-
stkich chorych, diagnostyke poszerzono o elektro-
foreze hemoglobin, oznaczenie poziomu HgbA2
1 HgbF, a dodatkowo w trzech przypadkach o ozna-
czenie enzymow krwinek czerwonych. U dwoch
chorych wykonano badanie w kierunku sferocyto-
zy wrodzonej (test EMA). Elektroforeze hemo-
globin wykonano w Zakladzie Biochemii Instytutu
Hematologii i Transfuzjologii w Warszawie. Oznacza-
nia stezen HbA2 dokonywano za pomocg chroma-
tografii mikrokolumnowej. Oznaczen HbF w he-
molizacie dokonywano w oparciu o zasade, ze
w przeciwienstwie do HbA 1 HbA2, HbF nie ulega
denaturacji w Srodowisku mocnych zasad. Stezenie
HbF po wytraceniu HbA 1 HbA2 oznaczano spek-
trofotometrycznie (diugo$c¢ fali 540 nm). Badanie
w kierunku sferocytozy wrodzonej przeprowa-
dzano z uzyciem nowoczesnej metody, jaka jest
cytometryczna analiza zaburzen bialek cytoszkie-
letu 1 bton erytrocytow (test EMA). Badanie
w kierunku enzymopatii krwinkowych prze-
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Tabela 3. Zbiorcze wyniki podstawowych badan hematologicznych w analizowanej grupie dzieci

Table 3. Routine blood test results in the analyzed group of children

Badany parametr Zakres/czestosc
Hemoglobina 7,0-14,3 g/di
Erytrocyty 2,71-6,28 min/ul
MCV (srednia objetos¢ krwinki) 51,7-97 fl

MCH (3rednie stezenie hemoglobiny) 13,5-34,1 pg

Zelazo

Ferrytyna
Trzy wskazniki dodatnie 25/52
Dwa wskazniki dodatnie
Jeden wskaznik dodatni
Zaden dodatni 12/52

15-205 ug/dl (3 X < normy = 37 ug/dl)
2,05-500,75 ug/l (2 X < normy = 7 ug/l)

8/52 (7 x Mentzer i Shine-Lal; 1 X Mentzer i England-Fraser)
7/52 (6 x Shine-Lal; 1 x England-Fraser)

prowadzano metoda spektrofotometryczng, ozna-
czajac aktywnoS¢ enzymow krwinek czerwonych:
dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej, heksokina-
zy, izomerazy glukozo-fosforanowej, kinazy pirogro-
nianowej, wediug metod Buetlera i wsp. [9]. Bada-
nia genetyczne obejmowaly sekwencjonowanie
genu S-globiny 1 wykrywanie delecji genow a-glo-
biny. DNA chorego izolowano z krwi pobieranej
do probowek zawierajacych EDTA, przy wykorzy-
staniu zestawu DNA Isolation Kit for Blood/Bone
Marrow/Tissue (Roche, Niemcy). Tak uzyskane
DNA wykorzystywano do lancuchowej reakcji po-
limerazy (PCR, polymerase chain reaction).

Sekwencjonowanie genu g-globiny: do am-
plifikacji genu kodujacego 8-globine wraz z otacza-
jacymi fragmentami 5’'UTR 1 3’'UTR wykorzystano.
Produkty PCR analizowano metoda elektroforezy
agarozowej, nastepnie oczyszczano na kolumnach
QIAqick (Qiagen, Germany). Produkty PCR zawie-
rajace fragmenty genu zsekwencjonowano na apa-
racie ABI Prism 377 (Apllied Biosystem, Stany
Zjednoczone). Do wykrywania delecji genow
a-globiny takze wykorzystano PCR. Produkty PCR
analizowano metoda elektroforezy agarozowej na
2-procentowym zelu.

Wykonanie badan genetycznych poprzedzo-
ne bylo oddzielna, dobrowolng zgoda pacjenta lub
jego rodzicow/opiekunéw, uzyskang po pisemne;j
1 ustnej informacji o zakresie, metodzie i znacze-
niu badan. Zgoda ta mogta by¢ cofnieta przez cho-
rego lub jego rodzicéw/opiekundéw na kazdym eta-
pie badania.

Praca uzyskata akceptacje Komisji Bioetycznej
przy Akademii Medycznej WUM — Nr zgody 65/
/2007.

Wyniki

Wyniki podstawowych badan hematologicz-
nych w badanej 52-osobowe;j grupie dzieci zestawio-
no w tabeli 3.

W rozmazie krwi obwodowej u 43/52 dzieci
wystepowala anizocytoza, poikilocytoza oraz
obecne byly liczne krwinki tarczowate, w pozo-
statych 9/52 przypadkach wystepowaly: poikilo-
cytoza, anizocytoza, erytrocyty miernie wypeinio-
ne hemoglobina, jednak bez obecno$ci krwinek
tarczowatych.

Elektroforeza hemoglobin byla prawidiowa
w 39/52 przypadkach, w 1/52 wskazywala na tala-
semie poSrednig, w 1/52 wykazata obecno$c¢ dodat-
kowego prazka miedzy Hb SiC, w 7/52 stwierdzo-
no podwyzszony poziom HgbF, w 2/52 podwyzszo-
ny poziom HgbA2, w 2/52 podwyzszony poziom
HgbA2 1 HghF.

U 28/52 pacjentow w zwigzku z podwyzszonym
stezeniem HgbA2 i HgbF oraz wynikami elektrofo-
retycznego rozktadu hemoglobin udato sie rozpoznac
talasemie-3 minor. U pozostatych 24/52 chorych na
tym etapie diagnostyki nie udato sie ustali¢ rozpozna-
nia talasemii, pomimo nieprawidlowos$ci w elektrofo-
retycznym rozkltadzie hemoglobin, izolowanego
podwyzszonego stezenia HgbF (9 przypadkow) i cha-
rakterystycznej dla talasemii morfologii ukladu czer-
wonokrwinkowego. W tej sytuacji, aby uzyskac osta-
teczne rozpoznanie konieczne bylo zastosowanie no-
woczesnych molekularnych metod diagnostycznych,
wykrywajacych mutacje w genie «- i 8-globiny.
W zwiazku z tym dzieci podzielono na dwie grupy
w zalezno$ci od mozliwo$ci ustalenia rozpoznania ta-
lasemii po przeprowadzeniu standardowych badan.
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Tabela 4. Wyniki badan genetycznych

Table 4. The results of genetic tests

Wynik badania genetycznego

IVS-I-6(T > Q)

5'UTR+33(C>T)

Codon 98 GTG > ATG Hb Kdln
IVS-I-6 (SfaNI)

5'UTR+33(C > T) i IVS-II-745(C > G)
IVS-I-5 (G > A) nowa mutacja

Del 42

5'UTR+33(C > T) i IVS-I-15(T > Q)
5'UTR+33(C > T) i IVS-I-15(T > Q)

Grupa pierwsza obejmowala 28 dzieci z roz-
poznana juz talasemia-B minor. U tych dzieci zabez-
pieczono material do badan genetycznych w celu
okreSlenia charakterystycznych dla polskiej popu-
lacji mutacji w obrebie genu S-globiny. Dodatnie
wyniki analizy uzyskano w 10 przypadkach (w 9 byly
to mutacje punktowe, w 1 delecja). W pozostalych
przypadkach analiza zakonczyla sie niepowodze-
niem. Wyniki zebrano w tabeli 4.

Do grupy drugiej wlaczono 24 dzieci z podej-
rzeniem talasemii, u ktorych standardowe metody
diagnostyczne nie pozwolily na ustalenie rozpozna-
nia. W celu ustalenia ostatecznego rozpoznania
przeprowadzono badania genetyczne.

Wyniki badan genetycznych potwierdzily tala-
semie-« jako przyczyne niedokrwistoSci mikrocy-
towej u 6 dzieci, u ktorych bez badania genetycz-
nego postawienie ostatecznej diagnozy nie byloby
mozliwe.W tej grupie, w 4 przypadkach wykryto de-
lecje jednego Iaficucha a-globiny (genotyp —a/aa),
w pozostaltych 2 delecji ulegly dwa fancuchy «-glo-
biny (genotyp —a/-a).

Badanie genetyczne pozwolilo rowniez na usta-
lenie rozpoznania talasemii-8 minor u chlopca,
u ktorego poziom Hgb wynosit 14,3 g/dl, liczba ery-
trocytow mieScila sie w gornej granicy normy
(5,45 mln/ul), a MCV 78,6 fl i MCH 26,2 pg, przy
jednoczes$nie negatywnym wyniku elektroforezy
hemoglobin w kierunku talasemii. Wykonane
w klinice oznaczenia stezenia zelaza i ferrytyny
w surowicy krwi byly prawidlowe, a stezenie zelaza
wynosito 140 ug/dl i mieScito sie w gornej granicy
normy (37-180 ug/dl). Dopiero wynik badania gene-
tycznego wykazujacy mutacje punktowa w regionie
niekodujacym 3’ UTR 1 pod postacia substytucji,
pozwolil na ostateczne rozpoznanie u niego talase-
mii-3 minor.

U 9/24 dzieci z grupy 2., w tym dwoch ro-
dzenstw ijednego chiopca ze sferocytoza wrodzona,
na podstawie wynikéw badan podstawowych (mor-
fologia krwi z rozmazem recznym), dodatkowych
(oznaczenie stezenia zelaza i ferrytyny w surowicy
krwi) oraz podwyzszenia poziomu HgbF podejrze-
wano wystepowanie doSc¢ rzadkiej postaci talasemii
0p, w ktorej poziom HgbF wynosi 5-15%, lub wspot-
wystepowanie talasemii-3 ze sferocytoza wrodzona.
Negatywne wyniki badan genetycznych nie pozwo-
lity jednak na rozpoznanie u nich zadnej z postaci
talasemii. U trojga wynik badania genetycznego byt
prawidiowy. W pozostaltych 6 przypadkach (2 ro-
dzenstwa, chlopiec z rodzinnym obcigzeniem tala-
semig i dziewczynka z poziomem HgbF 4,7%)
w badaniu genetycznym nie wykryto mutacji w ob-
rebie gendw «- 1 B-globiny, natomiast rozpoznano
mutacje promotora genu “y-globiny (Xmn1(C > T)).
Mutacja ta zwigzana jest z podwyzszeniem steze-
nia HgbF.

U 7 dzieci z grupy 2., pomimo charakterystycz-
nej dla talasemii morfologii krwinek czerwonych,
a w przypadku jednego rodzenstwa dodatniego wy-
wiadu rodzinnego, badanie genetyczne nie wykazato
nieprawidlowos$ci w obrebie DNA genu a- 1 8-glo-
biny. W jednym przypadku badanie genetyczne wy-
kazalo polimorfizm promotora genu y-globiny
(Xmnl).

Podsumowujac wyniki badan genetycznych
u dzieci w grupie 2., mozna stwierdzi¢, ze u 7 z nich
badanie genetyczne pozwolilo na rozpoznanie jed-
nej z postaci talasemii, jednak az u 17 dzieci z tej
grupy badanie genetyczne nie dostarczylo podstaw
do rozpoznania talasemii. U 7 z nich wykryto poli-
morfizm promotora genu y-globiny bez mutacji
w obrebie genow dla - 1 8-globiny, a u 10 dzieci ba-
dania genetyczne nie wykazaly zadnych nieprawi-
diowosci.

Dyskusja

Niniejsza praca, w ktorej wykorzystano niekto-
re dane z wczes$niejszych publikacji wlasnych [4, 5],
jako jedna z niewielu w rodzimym piSmiennictwie,
zwraca uwage na problem wystepowania talasemii
w populacji dzieci polskich. Dzieki wiekszej dostep-
no$ci i udoskonaleniu metod diagnostycznych oka-
zalo sie, ze talasemia wystepuje w Polsce znacznie
czeSciej, niz mySlano do tej pory. Zastosowanie
elektroforezy hemoglobin, mozliwo$ci oznaczania
stezenia HgbA2 1 HgbF oraz wprowadzenie badan
genetycznych pozwolilo na ustalenie ostatecznego
rozpoznania talasemii w coraz wiekszym odsetku
przypadkow niedokrwisto$ci mikrocytowej, diugo-
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trwale 1 bezskutecznie leczonej preparatami zela-
za. Uzyskane wyniki wykazaly, ze w populacji dzie-
ci polskich gtéwnie mozna sie spotykac z fagodny-
mi postaciami talasemii (talasemia-g minor, talase-
mia-a minor) badZz bezobjawowym nosicielstwem
talasemii-c. W materiale wlasnym i piSmiennictwie
polskim nie opisywano jak dotad przypadkow tala-
semii « 1 8 major, co wskutek coraz wiekszej mi-
gracji ludno$ci moze jednak w przysziosci ulec zmia-
nie. Nalezy jeszcze raz podkre$lié, ze wszystkie
dzieci z talasemia badane przez autoréw, przed przy-
jeciem do Kkliniki byly dtugotrwale 1 bezskutecznie
leczone preparatami zelaza z powodu niedokrwisto-
$ci mikrocytowej. Obserwacja ta jest zgodna z licz-
nymi danymi z piSmiennictwa i powinna skionic le-
karza praktyka do rozwazenia talasemii jako istotnej
przyczyny niedokrwisto$ci mikrocytowej, szczegol-
nie w tych przypadkach, gdy terapia zelazem nie
przynosi spodziewanych efektow [2, 5, 10, 11].

Podstawa do badan w kierunku talasemii jest,
poza nieskutecznoScia terapii zelazem, obecno$§é
w morfologii krwi obwodowej erytrocytozy, mikro-
cytozy 1 obnizonego MCH, przy prawidlowych pa-
rametrach gospodarki zelazem. Zmiany te znalazty
potwierdzenie w przedstawionym materiale klinicz-
nym, z wyjatkiem dwojga dzieci z niedoborem zelaza
1 towarzyszacym mu obnizeniem stezenia ferryty-
ny w surowicy krwi, u ktorych jednak obserwowa-
no charakterystyczne dla talasemii parametry uktla-
du czerwonokrwinkowego [1, 12-15]. Przytaczany
w piSmiennictwie charakterystyczny dla talasemii
obraz rozmazu krwi obwodowej, z obecnos$cig po-
ikilocytozy, anizocytozy i1 krwinek tarczowatych,
zostal zaobserwowany takze w grupie 28 chorych
z talasemia-8 minor (grupa 1) oraz w grupie 2.,
u 6 dzieci z talasemig-« minor i u 8 dzieci z tej gru-
py, u ktorych badanie genetyczne nie potwierdzito
ostatecznie rozpoznania talasemii [1, 10, 11, 16, 17].
U pozostalych dzieci w rozmazach krwi obwodowe]
obserwowano anizocytoze i poikilocytoze, co takze
jest zgodne z piSmiennictwem [1, 6, 10].

Mimo ze podkresla sie obecno$¢ mikrocytozy
(MCV < 75 fl) u dzieci z talasemig [1, 10, 13, 14],
co znalazlo potwierdzenie takze w badaniach auto-
row, to jednak talasemia przebiega¢ moze takze bez
tego objawu, czego przyktadem jest dwoje chorych
z przebadanej grupy 1., u ktorych talasemie-$ minor
potwierdzono pomimo nietypowego MCV (> 90 f),
nieobecno$ci erytrocytozy oraz MCH > 25 pg.

Zgodnie z piSmiennictwem [1, 5, 10, 12] pra-
widlowa gospodarka zelazem (zelazo i ferrytyna)
przy erytrocytozie i mikrocytozie powinna sktonié
lekarza do podjecia diagnostyki w kierunku talase-
mii. Tak tez i byto u wszystkich chorych z grupy

1 (talasemia-8 minor), z wyjatkiem jednej dziew-
czynki, u ktorej poziom zelaza byl obnizony przy
prawidlowym poziomie ferrytyny.

W grupie 2. u 5/6 dzieci z rozpoznang talase-
mig-a minor, stezenia zelaza 1 ferrytyny byly w nor-
mie, natomiast u jednego chiopca obserwowano
znacznego stopnia zaburzenia gospodarki zelazowe;j
(Fe — 15 ug/dl, ferrytyna — 2,05 ng/l). Obserwa-
cjatajest zgodna z danymi z piSmiennictwa [18, 19],
ktoére wskazuja na mozliwoS§¢ wspolistnienia talase-
mii z niedoborem zelaza i1 niekiedy koniecznoS$cig
suplementacji zelazem w przypadku talasemii.
W pozostatych 17 przypadkach nie obserwowano
odchylen od normy w zakresie stezenia zelaza i fer-
rytyny, natomiast u jednego chiopca obserwowano
nieznacznego stopnia niedobor zelaza i ferrytyny
(Fe 34 ng/dl, ferrytyna 4,8 ng/l).

W piSmiennictwie podkre§la sie znaczenie
wskaznika RDW (rozrzut wartoSci wielko$ci krwin-
ki czerwonej) w diagnostyce roznicowej niedokrwi-
stoSci mikrocytowej. Wielu autorow jest zdania, ze
parametr ten jest najbardziej pewnym wskaznikiem
odro6zniajacym nosicielstwo talasemii od niedokrwi-
sto$ci z niedoboru zelaza, jako przyczyny mikrocy-
tozy [19, 20]. Jego czulo$¢, wedtug Marti 1 wsp. [21],
wynosi 79%, a swoisto$§¢ 95%. Znaczne podwyzsze-
nie RDW stwierdza sie w niedokrwistosci sidero-
penicznej, natomiast w przypadku nosicielstwa ta-
lasemii wartoSci RDW utrzymuja sie w granicach
normy lub s3 nieznacznie podwyzszone. W grupie
1. wskaznik RDW byt nieznacznie podwyzszony
u 17/28 chorych, a u 11/28 chorych pozostawatl
w granicach normy, co potwierdza cytowane dane
z piSmiennictwa. W grupie 2. wskaznik RDW u 8/24
chorych byt w granicach normy, a u 16/24 chorych
byl nieznacznie podwyzszony. Nasze wyniki dowodza,
ze ocena RDW ma jedynie znaczenie orientacyjne.

Innym wskaznikiem pomocnym w réznicowaniu
nosicielstwa talasemii od niedokrwistosci z niedobo-
ru zelaza u pacjentow z mikrocytoza sa opracowane
na podstawie podstawowych parametrow czerwono-
krwinkowych wskazniki matematyczne (Mentzer,
Shine-Lal, England-Fraser) [22-24]. Zaden z nich
stosowany pojedynczo nie jest jednak satysfakcjo-
nujacy, gdyz obserwuje sie wiele wynikow falszy-
wie dodatnich lub ujemnych. Dlatego tez obecnie
zaleca sie kompleksowa ich ocene w potaczeniu ze
wskaznikiem RDW.

Cytowane dane znalazly swoje potwierdzenie
takze w badaniach prowadzonych przez autorow.
W grupie 1. (rozpoznanie talasemii-3 minor) tylko
u 14/28 dzieci wszystkie wskazniki czerwonokrwin-
kowe wskazywaly na talasemie minor. U 6/28 pa-
cjentow tylko dwa wskazniki daty pozytywny wy-
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nik, u 4 chorych tylko 1 wskaznik wskazywal na
talasemie minor, a u 4/28 dzieci zaden ze wskazni-
kow nie sugerowal rozpoznania talasemii minor.
W grupie 2. jedynie u 9/24 chorych wszystkie
wskazniki matematyczne wskazywaly na talasemie
minor, u 12/24 chorych zaden z nich, u dwojga je-
dynie wskaznik Shine-Lal i Mentzer, a u jednego
tylko wskaznik England-Fraser.

Dane te ukazaly, ze w diagnostyce roznicowej
niedokrwisto§ci mikrocytowej bardziej przydatne,
niz wskaznik RDW 1 wskazniki matematyczne, sa:
wywiad, podstawowe badania laboratoryjne oraz
oznaczenie parametrow gospodarki zelazowej, po-
szerzone w pozniejszym etapie diagnostyki o ozna-
czanie stezen HgbA2 1 HgbF oraz elektroforeze
hemoglobin. W grupie 1. (rozpoznanie talasemii-3
minor) w 23/28 przypadkow elektroforetyczny roz-
ktad hemoglobin byt prawidiowy, w jednym przy-
padku wykazal talasemie po$rednig. W dwoch przy-
padkach elektroforeza wykazala wzrost poziomu
HghA2 i HgbF zgodny z oznaczeniem stezenia
HghA2 1 HgbF, w jednym tylko wzrost poziomu
HgbA2. W jednym przypadku elektroforeza hemo-
globin wykazata obecno§¢ w warunkach alkalicznych
1 kwasnych dodatkowego prazka miedzy HghS i C.
Wynik ten wraz ze wzrostem stezenia HghA2 1 poz-
niejszym badaniem genetycznym potwierdzily roz-
poznanie talasemii-8 minor [25, 26].

Cho¢ elektroforetyczny rozkiad hemoglobin
przybliza do rozpoznania talasemii, to jednak nale-
zy pamietaé, ze badanie samo w sobie nie zawsze
jest wystarczajace do rozpoznania talasemii-f mi-
nor — autorzy wykazali to na podstawie przebada-
nej grupy dzieci oraz w swoich wcze$niejszych pu-
blikacjach [4, 5]. W grupie 2. u wszystkich chorych
z rozpoznaniem talasemii-a, elektroforetyczny roz-
ktad hemoglobin nie wykazal odchylen od normy.
Tym samym, nie elektroforetyczny rozkiad hemo-
globin, a badanie genetyczne jest kluczowym czyn-
nikiem umozliwiajacym rozpoznanie tej postaci ta-
lasemii. Zostalo to potwierdzone, gdy u chlopca przy
prawidlowej elektroforezie 1 prawidlowych steze-
niach HgbA2 1 HgbF, dopiero dzieki badaniu gene-
tycznemu udalo sie rozpoznaé talasemie-f minor.
Na znaczenie badan genetycznych w trudnych przy-
padkach diagnostycznych, dotyczacych miedzy in-
nymi talasemii-3, zwrocil uwage Trent [27].

W analizowanej grupie chorych (grupa 2) pod-
danych badaniom genetycznym w kierunku talase-
mii, u 6/9 dzieci wykryto mutacje promotora genu
Gy-globiny (Xmnl(C > T)), a u jednego mutacje
Xmnl, bez towarzyszacego jej podwyzszenia steze-
nia HgbF i przy prawidiowej elektroforezie. Muta-
cja ta zwigzana jest z podwyzszeniem stezenia

HgbF. Podjednostki y-globiny kodowane sa przez
dwa geny zlokalizowane na chromosomach 11, na
tych samych, na ktérych znajduja sie geny S-globi-
ny. U zdrowych dorostych synteza HgbF utrzymu-
je sie na niskim poziomie (do 1%). W przypadku
talasemii-8 wystepuje podwyzszenie jej stezenia, co
znalazlo zastosowanie w diagnostyce.

Warto jednak pamietaé, ze u niektorych osob,
wskutek genetycznych uwarunkowan, synteza
HgbF utrzymuje sie przez cale zycie na poziomie
podobnym do obserwowanego w zyciu plodowym,
powodujac chorobe zwang choroba przetrwalej he-
moglobiny plodowej. Do wzrostu syntezy HghF
przyczyniaja sie takze niektore duze delecje 1 mu-
tacje punktowe w, 1 poza, obrebem genu -globiny,
a takze niekiedy brak mutacji w obrebie genu 3-glo-
biny przy tak zwanym ,stresie hematopoetycz-
nym”. Poza tym wplyw na zwiekszenie syntezy
HgbF ma wiele czynnikow Srodowiskowych 1 lekow,
takich jak: hydroksykarbamid, krotkotancuchowe
kwasy tluszczowe, kwas maslowy 1 erytropoetyna
[28-30].

Zmienno$¢ objawow Kklinicznych u chorych do-
tknietych talasemig wynika z r6znego stopnia upo-
Sledzenia syntezy fancuchéw globinowych oraz
wspolwystepowania wrodzonych czynnikow mody-
fikujacych przebieg i ciezko$¢ choroby. Zalicza sie
do nich wspotwystepowanie talasemii « i 8, a takze
zwiekszenie produkcji hemoglobiny ptodowe;j
u osob z talasemia-B, dzieki ktorej dysproporcja po-
miedzy niesparowanymi fancuchami globiny zmniej-
sza sie, prowadzac do redukcji wytracania agrega-
tow niesparowanych fancuchow, a w efekcie do
zwiekszenia skuteczno$ci erytropoezy 1 wydiuzenia
czasu przezycia erytrocytow w krazeniu [2, 3, 10].

Opisywane w piSmiennictwie wspolwystepo-
wanie talasemii-3 major i intermedia oraz anemii
sierpowatokrwinkowe;j z polimorfizmem promotora
genu °y-globiny (Xmn1(C > T)) skutkuje lagodniej-
szym przebiegiem choroby i czesto wigze sie z bra-
kiem konieczno$ci transfuzji krwi [31-34].

Przeprowadzone przez autoro6w badania gene-
tyczne potwierdzily znang z piSmiennictwa [18-20]
teze, ze mutacja Xmnl (C > T) skutkuje podwyz-
szeniem stezenia HgbF. Mutacja ta spotykana jest
takze u ludzi zdrowych, bez towarzyszacych muta-
¢ji w obrebie genu 8-globiny. Uzyskane dotychczas
wyniki badan genetycznych u pacjentdéw z rozpozna-
niem talasemii-3 minor, poza jednym przypadkiem,
w ktorym nie obserwowano podwyzszenia stezen
HgbA2 1 HgbF, cho¢ nie mialy kluczowego znacze-
nia w rozpoznawaniu tej postaci talasemii, sa jed-
nak bardzo istotne ze wzgledu na mozliwo§¢é stwo-
rzenia bazy danych o najczestszych mutacjach
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w obrebie genu -globiny w naszej populacji. Ma to
tym wieksze znaczenie, ze jedynie 4 spoSrod wy-
krytych w opisywanym w pracy badaniu mutacji
(Hgb Koln, 5’UTR+33(C > T), IVS-2-745(C > G),
IVS-1-6(T > > C)) znajduja sie w miedzynarodowej
bazie mutacji dostepnej na stronie internetowe;j
http://globin.cse.psu.edu. Pozostale, wykryte u cho-
rych mutacje (IVS-1-5(G > A), 3” UTR 1 substytu-
cja, IVS-1-15(T > C) i Del 42) nie figuruja w reje-
strze 1jest wielce prawdopodobne, ze moga by¢ one
charakterystyczne dla populacji polskiej. Ta cieka-
wa hipoteza wymaga jednak potwierdzenia w wiek-
szej liczbie chorych z talasemia-3 minor.

Wystepowanie mutacji [IVS-1-6 (T > C), obej-
mujacej intron 1 genu B-globiny, w ktorej w pozycji
6 nastagpita zamiana zasad (T > C), u heterozygot
objawia sie klinicznie mikrocytozg (MCV 64,7-77,3 fl),
hipochromia (20,6-24 pg) i niewielkiego stopnia
niedokrwistoScig (Hgb 9,55-14,35 g/dl). Stezenia
HgbA2 oscyluja w granicach 3,35-4,45%, a HgbF
w granicach 0,1-2,2%.

U pacjentow bedacych homozygotami mutacja
ta jest odpowiedzialna za wystapienie talasemii po-
Sredniej, tak jak to mialo miejsce w odniesieniu do
jednego z badanych przez autorow pracy pacjentow.
Z najwieksza czestoScig mutacja ta wystepuje w za-
chodniej czeSci Basenu Morza Sr()dziemnego [17,22],
1jak dotychczas, brak jest peinych danych na temat
czestoSci jej wystepowania w populacji polskie;.

Kolejna wykryta w tej grupie mutacja punkto-
wa uwazana byla dotychczas za charakterystyczna
dla Tatarow. Dotyczy ona regionu niekodujacego
5'UTR+33(C > T), skojarzonego z mutacja w ob-
rebie intronu 1, w ktorym to w pozycji 15 nastgpila
zamiana (T > C). Wymieniona mutacja w obrebie
intronu nie byta dostepna w miedzynarodowej ba-
zie mutacji obejmujacych gen g-globiny [17, 22]. Jest
wiec to nastepna mutacja, dotychczas nie stwierdzo-
na w populacji polskiej.

Do grona stwierdzonych przez autoréw nowych
mutacji nalezy tez mutacja obejmujaca intron 1
(IVS-1-5(G > A)), w ktorym w pozycji 5 zamianie
ulegta G > A. Warto podkresli¢, ze ta nowa muta-
cja nie jest dotychczas skatalogowana w miedzyna-
rodowym rejestrze.

Kolejng znaleziong mutacja w tej grupie cho-
rych, zlokalizowana w egzonie, jest mutacja punk-
towa w kodonie 98 pod postacig zamiany waliny na
metionine (GTG > ATG), znana pod postaciag Hgb
Ko6ln. Hgb Koéln nalezy do grupy hemoglobin nie-
stabilnych i opisana zostala po raz pierwszy w Eu-
ropie w 1965 roku przez Piribilla [35]. Mutacja ta
u heterozygot powoduje fagodng niedokrwisto$c he-
molityczna, a spotkaé ja mozna w wielu populacjach

1uwieluras. W piSmiennictwie opisywane sa takze
czeste mutacje de novo [17, 21, 27]. Taka tez sytuacja
miala miejsce u chorego badanego przez autorow.

Nastepna wykryta w tej grupie mutacja IVS-2-
-745 (C > G) opisana jest w miedzynarodowej ba-
zie mutacji genu S-globiny. Jest ona charaktery-
styczna dla chorych pochodzacych z regionéw Ba-
senu Morza Srbodziemnego [17, 22]. U pacjentow
bedacych heterozygotami odpowiada ona za umiar-
kowang niedokrwisto§¢ (Hgb 9,95-13,05 g/dl), mi-
krocytoze (64,9-76,5 1) 1 hipochromie (19,1-21,7 pg),
ze stezeniami HgbA2 i HgbF odpowiednio 4,45-
-5,6% 1 0,4-2,2%. U homozygot rozwija sie ciezka
postac talasemii-3. U pacjenta przebadanego przez
autoro6w mutacja ta skojarzona byta z mutacjag 5’'UTR
+33 (C > T). Co ciekawe, parametry takie jak: Hgb,
MCH, stezenia HgbA2 i HgbF mieScily sie w gra-
nicach charakterystycznych dla heterozygot, a je-
dynie MCV nie mieScito sie w wyzej wymienionych
granicach.

Podsumowujac wyniki badan genetycznych
przeprowadzonych w badanej grupie 24 dzieci, auto-
rzy zauwazaja, ze u 7 (29,1%) badanie genetyczne
pozwolilo na rozpoznanie jednej z postaci talasemii.
U 7 dzieci (29,1%) wykryto polimorfizm promotora
genu y-globiny bez mutacji w obrebie genow dla a-
1-globiny, u 10 dzieci (41,6%) badania genetyczne
nie wykazatly zadnych nieprawidtowo$ci. Cho¢ licz-
by te nie sa zbyt wielkie, to w §lad za Hendricks’em
[11], autorzy podkreslaja, ze postawienie ostatecz-
nego rozpoznania talasemii-¢ minor u 6 badanych
dzieci z grupy 2. mozliwe bylo jedynie dzieki bada-
niom genetycznym. Stwierdzone rodzaje mutacji
(delecja 3,7 kb 1 4,2 kb) sa najczestsze 1 wystepuja
w roznych grupach etnicznych i populacjach [17, 22].

Podsumowanie

Przedstawione wyniki wskazuja, ze z uwagi na
duza liczbe fatszywie dodatnich i ujemnych wyni-
kow, wskazniki matematyczne zalecane jako wstep-
ne badanie przesiewowe u chorych z mikrocytoza
nie wydaja sie mieé wielkiego znaczenia, szczeg6l-
nie przy dostepnosci innych metod diagnostycz-
nych, takich jak elektroforetyczny rozktad hemoglo-
bin i oznaczenie stezen HgbA2 i HgbF.

Wyniki badan genetycznych u dzieci z talase-
mia pokazuja nie tylko ich role w diagnostyce nie-
dokrwisto$ci mikrocytowych, lecz takze sa niezwy-
kle interesujace ze wzgledu na réznorodno$é mu-
tacji wykrytych u tych chorych. Stwarzaja one
podwaliny pod dalsze, zakrojone na znacznie szersza
skale, badania zmian genetycznych wystepujacych
w populacji polskich pacjentow chorych na talasemie.
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Rycina 1. Algorytm postepowania diagnostycznego
przy podejrzeniu talasemii

Figure 1. Schematic algorithm of the diagnostic
approach to suspected thalassemia

Warto takze podkreslic, ze badania genetycz-
ne, pomimo oczekiwan, nie zawsze sa w stanie
udzieli¢ ostatecznej odpowiedzi, przynajmniej na
obecnym etapie ich zaawansowania.

Autorzy zwracaja takze uwage, ze wystapienie
u chorego takich zmian, jak: erytrocytoza, mikro-
cytoza, obnizenie MCH przy prawidlowych parame-
trach gospodarki zelazem, czy tez obecno$§¢ w roz-
mazie krwi obwodowej krwinek tarczowatych, po-
winno by¢ wskazaniem do skierowania pacjenta do
diagnostyki w kierunku talasemii-«, rzadszych po-
staci talasemii-3 lub ich wspolwystepowania.

Na podstawie uzyskanych i przedstawionych
wynikow 1 do§wiadczen autorzy stworzyli dostoso-
wany do naszych krajowych mozliwosci, takze finan-

sowych, algorytm postepowania diagnostycznego,
przeznaczony dla pacjentow z niedokrwistos$cia
mikrocytowa, ktory przedstawiono na rycinie 1.
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